子宮頚部腺癌の診断又は子宮頸癌の予後の診断のためのマーカー by unknown
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GEN）にて抽出精製した。参照DNAとして市販のHuman genomic DNA from females（Promeg
a）を使用した。PCR反応液には30ngのゲノムDNAを用いた。プライマーはProbeFinder Sof



















　VIL1及びp16INK4aについて、自動染色機Ventana Discovery System （Ventana Medical
 Systems, Tucson, AZ）を使用し、ストレプトアビジン-ビオチン免疫ペルオキシダーゼ
染色を行った（非特許文献２３参照）。一次抗体であるVIL1マウスモノクローナル抗体（
CELL MARQUE, CA）と抗ヒトp16INK4aマウスモノクローナル抗体（Thermo Fisher Scienti
fic, IPR, UK）はantibody dilution buffer（Ventana）で100倍希釈にして使用した。二







































５－１．HPV linear array assayによるHPV感染の検出
　Linear Array HPV Genotyping test（LA HPV GT, Roche）のビオチン化PGMYオリゴヌク
レオチドプライマーでHPV遺伝子の標的DNAをPCRにて増幅した。ビオチン化された増幅産
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対象試料中のDNAのみのものと、これを等量の参照DNAと混ぜたものを用いた。20ulのPCR
反応液には1xLightCycler480 High Resolution Melting Master（Roche）、それぞれ2.5m
Mエキソン５、2.5mMエキソン8、3.0mMエキソン6及び3.0mMエキソン7のMgCl2水溶液、0.2u
Mのforwardプライマー（配列は表2参照）、0.2uMのreverseプライマー（配列は表2参照）
、10ngの鋳型DNAが含まれている。ＰＣＲ反応装置は、LightCycler 480 thermal cycler 
(Roche)を使用した。反応条件は95℃で5分間変性させた後、95℃で10秒、60又は63℃で15
秒、72℃で10秒の3ステップを45サイクル行い、続けて4.8℃／sの割合で 、65℃から95℃
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